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Precédé de purification de S-adénosyl-L-méthionine.

@ L'invention concerne un procédé de purification de S-adé-
nosyl-L-méthionine.

Ledit procédé consiste & scumettre un liquide contenant la
S-adénosyl-L-méthionine brute & un processus de purification
en série comprenant, dans un ordre désiré quelconque, A. au
moins une étape de traitement dudit liquide avec une résine
d'échange de cations faiblement acide du type H* et B. au
moins une éiape de traitement dudit liquide avec une résine
synthétique poreuse adsorbante.

Application & la production de produits & usage pharmaceu-
iique. -
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La présente invention concerne un procédé de puri-
fication-de S-adénosyl-L-méthionine (qu'on désignera ci-aprés
de facon abrégée.par SAM), et plus particuliéfement, un pro-
cédé pour isoler efficacement une SAM de grahde pureté d'un
liQuide contenant'une~SAM brute.

SAM est une substance importante qui paptiéipe in.
vivo au métabolisme des graisses, des pfotéiﬁes et des glu-
cides. Récemment, on a trouvé que SAM avait un effet théra-
peutique sur 1l'adipose jecur, 1la lipémie, l'artériqsclérosg,
la dépression et.l'insomnie,'et il est souhaitable de pro-
duire SAM en grandes quantités. '

De nombreux procédés étaient connus jusqu'a -pré-
sent pour la purification de SAM. Des exemples particuliers
comprennent : (1) un procédé consistant a combiner une étape
de traitement d'un liquide contenant SAM avec une rééine'
d'échange de cations fortement acide et une étape de traite-
ment de ce liquide avec du carbone activé (brevet japonais
publié sous le N° 13680/1971), (2) un procédé qui consiste
a traiter un liquide contenant SAM brut avec une résine
d*échange de cations faiblement acide'(Enzymolqgia, Vol. 29,
page 283), (3) un procédé consistant & combiner une étape
de traitement d'un liquide contenant SAM brut avec- une
résine d'échange de cations faiblement acide,dﬁ typé.H+ et
une étape de traitement de ce liquide avec du carbone activé
(demaﬂde de brevet jépoﬂais mise & 1l'Inspection Publique
N° 14299/1981), (4) un procédé qui consiste a traiter un
liquide contenant SAM brut avec une résine du type chélate
(brevet japonais publié sous le N° 20998/1978), et (5) un
procédé passant par un sel de SAM avec 1l'acide picrique ou
l'acide picroloniquer(brevéts des Etats-Unis d'Amérique
N°® 3 707 536 et N° 3 954 726). ) )

Le proceédé (2) est plus simple du poin{ de vue des
étapes de traitémeht et plus économique que le procéaé (1),
(4) ou (5), 'mais il présente comme inconvénient une éépara—
tion incomplété de SAM des impuretés et hatiéres étrangeéres

et il ne permet pas d'obtenir SAM avec une pureté suffisam-
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ment grande pour une utilisation comme médicament. En ce

qui concerne le procédé (3), qui est une amélioration du

‘procédé (1), la pureté.de SAM est accrue mais, étant donné

que l'adsorption de SAM sur le carbone activé est forte,
ie pourcentage de récupération en.SAM est réduit. Si l'on
cherche & accroitre le pourcentage de récupérafion en aug-
mentant la'quantité de solvant organique dans un éluant,
il en résulte malheureusement une séparation insuffisante
de SAM des impuretés et des matiéres étrangeéres.

La présente invention se propose donc de fournir
un procédé grace ‘auguel on peut 1soler efflcacement SAM a
un degré de pureté élevé. 7

La Demanderesse a effectué des recherches inten-
sives pour atteindre cet objéctif et elle a constate que
SAM pouvait étre 1sole et purifié efficacement a partlr
d'un liquide ‘contenant SAM brut en combinant une étape de
traitement de ce liquide avec une résine d‘'échange de ca-
tions faiblement acide du type Y avec une étape de trai-
tement de ce liguide avec une résine synthétique poreuse
adsorbante. '

Ainsi, selon la présente invention, on dispose

A

d'un procédé pour purifier SAM qui consiste 3 soumettre un
liquide contenant SAM brut a un procédé de purification en
série gui comprend, dans un ordre désiré quelconque, (A)
au moins une étape de traitement du liquide contenént_SAM
brut avec une résine d'échange de cations faiblement acide
du ty,pe.H+ et (B) au moins une étape de traitement de ce
liquide avec une résine synthethue poreuse adsorbante.

Il n'y a pas de limitations particuliéres en ce
gqui concerne le procédé de production du liquide contenant
SAM brut utilisé dans la présente invention, Par exemple,
ce liquide est produit par la culture d'un microorganisme

appartenant au genre Saccharomyces Candida ou Mucor capable'

de produire SAM, dans un milieu de culture contenant de la

N

méthionine pour produire et accumuler,SAM lt'intérieur et/

ou a l'extérieur des cellules microbiennes, et a extraire



10

15

20

25

30

35

2531714

le bouillon de culture avec un agent d*éxtraction'tel gue
l'acide perchlorique, 1'acide chlorhydrique, 1'acide sul-
furique ou l'acide formique ; ou par réaction, par voie
enzymatique, d‘adénosine~triphosphaté-ei’de méthionine en
présence de méthionine—adénoéYlQtrénsféraSe,

L'essentiel du procédé de la présente invention

‘consiste A purifier un tel liquide contenant SAM brut en

le soumettant a un procédé de purification en série qui
comprend, dans un ordre désiré quelconqﬁé, (A) au moins une
étape de traitement du liguide contenant SAM brut avec une
résine d'échange de cations faiblement acide du type ' et
(B) au moins une étape de traitement de ce liquide avec une
résine synthethue poreuse adsorbante.

L*étape de traitement (a) est condulte de la ma-
niére suivante. ' : . ]

Tout d'abord, le pH du liquidé‘contenant SAM brut
est ajusté en général 3 3,5-6,5, de préiérence a 4-6,5.
Lorsque le pH du'liquide contenant SAM brut est trop bas,
SAM est difficilement adsorbé sur la résine d'échange d'ions.
S'il est trop élevé, SAM est.susceptible'é'une décomposition.

Le procédé d'ajustement du pH n'est pas particulidrement

limité. De préférence, l'ajustement du pH's'effectue en

utilisant une combinaison dfun acide et d'une substance
alcaline capable de former un précipité diffilementAsoluble
ou insoluble dans l'eau, ou une résine d}échange d'anions
(du type OH7). ' _ '

Par mise en contact du liquide contenant SAM brut,
dont le pH a été ajusté de la manidre susmentionnée, avec
la résine d'échange de cations faiblement acide du type nt
SAM de charge positive est sélectivement adsorbé sur la
re51ne d'echange de catlons, Les impuretés ayant des charges

neutres et négatives dans le llqulde ne sont pas adsorbees

-sur la résine.

La résine d‘'échange de -cations faiblement acide
utilisée peut &tre toute résine d'échange de cations compor-

tant des groupes acide carbokylique comme groupes d'échange
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d'ions. Des exemples particuliers en sont Amberlite IRC-50
et IRC-80 (des produits de Rohm & Haas Co.) et Diaion WK20
{un produit de Mitsubishi-Chemical Co., Ltd.). La mise en
cbntact peut s'effectuer éar un procédé discontinu ou un
procédé a colonne. Ce dernier procédé est préféré en raison
de son fonctionnement satisfaisant et de sa facilité dréii-
mination des impuretés. )

SAM adsorbé sur la résine d'échange d'ions est
ensuite séparé par élution fractionnée de la résine avec
uné solution agueuse d'un acide inorganique ou organique
ayant un pH ne dépassant généralement pas 3,0, de préfé-
rence compris entre 0,2 et 2,0. L'acide utilisé n'est pas
particulidrement limité et 1l'on peut utiliser, par exemple,
l'acide chlorhydrique, 1l'acide sulfurique, 1'acide acétique
et 1l'acide p-toluénesulfonique. Si nécessaire, avant 1'é&lu-
tion fractionnée de SAM, on peut laver la résine d!'échange
d'ions a l'eau ou avec une solution agueuse dilude d'un
acide (par exemple & un pH de 3,5 ou plus) pour éliminér
les traces d'impuretés présentes. -

L* étape de traitement (B) s'effectue de la ma-

niére suivante.

Tout d'abord, le liquide contenant SAM brut est
ajusté & pH 6,5 ou moins, puis amené au contact de la ré-
sine synthétique poreuse adsorbante. L'ajustement du pH et
la mise en contact peuvent s'effectuer de la méme maniére
que dans 1'étape de traitement (A). La mise en contact avec
1'adsorbant a pour résultat une adsorption sélective des
amines, de la méthylthioédénosine (le produit de décomposi-
tion de SAM) et des matiéres colorédes qui sont les matiéres
étrangéres contenues dans le liquide. Par un choix des con-
ditions, comme décrit ci-dessus, SAM et les matidres étran-
gérés peuvent é€ire adsorbées ensemble sur l'adsorbant. Dans
ce cas, SAM peut &tre séparé sélectivement par une élution
fractionnée de 1l'adsorbant avec une solution aqueuse d'un
acide inorganique ou organique ayant un pH ne dépassant pas

3,5, de préférence compris entre 0,2 et 2,0.
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Les acides inerganiques et organigues que l‘on
peut utiliser peuvent &tre tous ceux entrant dans la cate—

~gorie; utlllsee dans 1'étape de traitement (A) On peut uti-

liser un solvant organique cen301ntement a ltacide 1norga—
nique ou organique & condition que- sa proportion puisse
assurer une solutioﬂ"uniformé. Des exempies de solvant orga-
nique sont le méthanol, lféthanol: le n-propanol, l'iso-
propanol, 1'acétone, 1a_méthyl—éthyl—cétone, le formiate
de méthyle, l'acétaterd‘éthyle, le dioxanne et le toluéne.
Si-on le désire, de la méme maniére que dans l'étape de
traitement (A), 1l'adsorbant peut étre lavé & l'eau ou avec
une solution aqueuée'diluée d'un acide avant 1'élution frac-
tionnée afin d'éliminer les traces d;impﬁretés présehtes.

7 La résine synthétique poreuse adsorbante utilisée
dans la présente invention est insoluble dans I'eau et pré-
sente une structure de réseau géant. Dés exemples particu-
liers comprennent les adsorbants non pdlaires a base d'un
copolymére styréne/divinylbenzéne'en tant qﬁe matrice tel
que Amberlite XAD-2 et XAD—4 (produits de Rohm & Haas Co.)
et Diaion HP-10, HP-20, HP-30, HP-40 et HP-50 (produits de

Mitsubishi Chemical Co., Ltd.), et des adsorbants moyenne-

‘ment polaires & base d'un polymére d'un ester d'acide acry-

lique et/ou d'un_eSter'd'acide méthacry;ique ou d'un éopo—
lymére d'un tel mohomére avec un monomére non polaire tel
que le styréne et le divinylbenzeéne cbmme matrice, par
exemple Amberlite XAD 7 et XAD-8 (proauits de Rohm & Haas
Co.) et Diaion HP-ZMG (produit de Mltsublshl Chemical Co.,
Ltd.). Si on le désire, ces adsorbants peuvent étre utili-
sés en combinaisons. )

Ces adsorbants presentent en commun une adsorp—

tion sélectlve des matiéres étrangéres présentes dans le

-liquide contenant SAM brut, par exemple des amines et des

‘matidres colorées. Ils présentent cependant une ‘adsorbabi-

1ité selectlve vis-a-vis de SAM selon leur type. En partl—

culier, les adsorbants non polalres adsorbent les matidres

,etrangeres mais non SAM, et les adsorbaiits moyennement
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polaires adsorbent SAM ainsi que les matiéres étrangéres
dans des conditions d'acidité relativement faible, mais

adsofbent uniquement les matiéres étrangérés et non SAM

_dans des condltlons a: ac1d1te relatlvement forte.

Dans le procede de la presente invention, le trai-
tement de 1'étape (A) et le traitement de 1'étape (B) sont

conduits chacun au moins une fois. La séquence des étapes

de traitement est facultative. Des exemples préférés de

séquence sont (1) (A) puis (B) ; (2) (B) puis (A) ; (3) (a),
(B) puis (A) ; et (4) (B), (A) puis (B). Selon les besoins,
l'étape de traitement (A) et/durl'étape de traitement (B)
peuvent é&tre encore enchainées a ces exemples. A mesure que
le nombre des étapes de traitement augmente, les frais en-
trainés par le procede de purification sont naturellement
legerement augmentés,

Lorsque 1° etape de traitement (B) d01t &tre con-
duite avant 1l'étape de traitement (A), il est plus opéra-
tionnel de se placer dans des conditions dans lesquelles
seules les impuretés sont sélectivement adsorbées sur la
résine synthétique adsorbante sans adsorption de SAM. Une
technique particuliére permettant d'établir de telles con-
ditions consiste par exemple a utiliser un adsorbant non
polaire ou un adsorbant modérément.polaire ef a le mettre

en contact dans des conditions acides a un pH ne dépassant

pas 3,5, de préférence de 0,2 & 3,0.

Lorsque l'étape finale du procede de purlflcatlon

‘en série est 1l'étape (B), il est possible d'utiliser un

procédé consistant a adsorber tout d'abord SAM sur la ré-

sine synthétique adsorbante, puis a le séparer, ou un pro-

S

cédé qui consiste a faire passer SAM & travers la résine

synthethue adsorbante sans adsorptlon.

} La solution éluée de SAM provenant de 1'étape de
purification en série décrite ci-dessus est concentrée sous
préssion réduite, seloh,;es besoins. Enéuiée, elle est
amenée au contact d'un solvant organique tel que le méthanol,

1'éthanol, 1le n-propanol, 1'isopropanol, le n-butanol,
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lt'isobutanol, le méthoxyéthanol, l'acétone, la méthyl-éthyl-
cétone, le formiate de méthyle, le formiate d'éthyle, 1'acé-

tate de méthyle, 1'acétate d‘éthyley 1‘acéiaté de butyle et

le dioxanne. On peut ainsi obtenit un précipité d'un sel
formé entre SAM et'un'aéide'inorganigue_ou organique.,
En,véxiante, sans mise en contéét de la solutidn‘de SAM
avec uh solvant organigque, on peut.obtenir une poudre diun
sel formé entre SAM et un acide inorganigue ou organique en
éliminant l'excés d'acide de la solution de SAM en utili-
sant une résine d'échange dranions (du type OH ) ou uné
substance alcaline capable de former un sel insoluble dans
l'eau par réaction avec 1l'acide utilisé .dans 1'élution frac-
tionnée de SAM, puis éﬁaaoration'éU—sdlvant de la solution.
sous pression réduite jusqu a siccité.
_ La résine §°' ecnange d'iocns faiblement a01de du

type ' est régénérée a un stade ol SAM en a été &lué. Il
n'est donc pas toujours nécessaire de la soumettre i un
traitement de régénération particulier. On peut'l'uiiliser
de fagon répétée aprés seulement un lavage 3 lieau . Par
ailleurs, la résine synthétique adsorbante peut étre faci-
lement régénérée, .par exempierpar lavége avec une solution
agueuse a 50 % de-méthanél, puis & 1'eau. » .

"Ainsi, selom la présente invention, on peut ob-
tenir efficacemént SAM d'un trés haut'degké'de pureté par
des operatlons simples en utlllsant des substances faciles
3 régénérer.

Les exemples suivants lllustrent la presente in-
vention plus en detall.
EXEMPLE 1 B 7

On cultive Saccharomyces cerevisiae (IFO 2044)

dans le milieu de culture de F. Schlenk et coll. [ Journal
of Biological Chemistry, V610‘229,7page 1037 (1957)] pour
former des cellules mic;obignheé dans lesquelles est accu-
mulé SAM. On met en suspension 210 g des cellules résul-
tantes dans 1000 ml-d“aciderper¢hlorique l,SNvet on les

extrait par agitation a la tempérafure ambiante pendant
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1 heure. Ensuite, on élimine les résidus cellulaires en les
séparant par centrifugation. On ajoute de l'hydrogéhocarbo—

nate de potassium a l'extrait pour ajuster son pH & 5,0.

on élimine en filtrant par aspiration 3 la trompe le prééi—

pité résultant de perchlorate de potassium pour obtenir
1080 ml d'un extrait contenant 1,15 g de SAM.

. On fait passer l'extrait.é travers une colonne
garnie de 200 ml de résine d'échange de cations faiblement
acide, Amberlite IRC-50 {type ut) {margue de fabrique d'un
produit de Rohm & Haas Co.) pour adsorber SAM. On lave la
colonne avec 400 ml Q’acide acétique 0,0001N et la soumet
a une élution fractionnée évec de l'acide sulfurique 0,1N
pour obtenir 630 ml d'une solution de SAM. : ,

' On ajuste le pH de la solution de SAM résultante
3 4,5 avec une résine d'échange d'anions féiblement'basique,
Amberlite IRA-45 (type OH_)V(marque de fabrique d'un pro-
duit de Rohm & Haas Co.), puis on la fait passer a travers
une colonne garnie de 1,5 litre de Amberlite XAD-7 {marque
de fabrique d'une résine synthétigue adsorbante du type
acrylate fabriguée paf Rohm & Haas Co.) pour adsorber SAM.

On lave la colonne avec 2 litres d‘facide acétique 0,0001N

puis on la soumet a une élution fractionnée avec de l'acide

sulfurique 0,1N pour obtenir 1440 ml d'une solution de SAM.

On concentre la sblution de SAM sous pression
réduite jusqu'ad ce que son volume t%otal séit de 200 ml.
On ajoute ensuite 800 ml d‘acétone pour obtenir un préci-
pité de sulfate de SAM. On recueille le précipité par sépa-
ration par centrifugation, on le dissout dans une petite
quantité d'eau puis on le lyophilise pour obtenir 1,74 g
de sulfate de SAM sous forme d'une poudre blanche. Ce pro-
duit présente une seule tache dans laichromatographie suxr
papier et la chromatographie en couche mince sur gel de
silice.

Le rendement en SAM et son degré de pureté sont

indiqués sur le Tableau 1.
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EXE&PLE 2 ) - . -
\ On fait passer un extrait contenant 1,06 g de SAM,
obtenu de la méme manidre qﬁe.déqsil‘Exembie 1, a tfaVeis'
une colonne garnie de 200 ml de Amberlite IRC-84 (type H+)
(marque de fabrique d‘'une résine d'échange de cations fai-
blement acide fabriquée par Rohm & Haas Co. ) pour adsorber
SAM. On lave la colonne avec 400 ml d'acide chlorhydrlque
0,0001N puis on la soumet & une élution fractionnée avec
de 1l'acide chlorhydriQue pour obtenir 640 ml d'une solution
de SAM. : N ’

La solution de SAM est ajustée & pH 4,8 avec
Amberlite IRA-45 (type- OH ), une résine d'échange d'anions
faiblement basique, puis on la fait passer a travers une
colonne garnie de 1,5 litre de Amberlité XAD-7 (marque'de
fabrique d'une résine synthétique adsorbante fabriquée par
Rohm & Haas Co.) pour adsorber SAM. On- lave la colonne avec
2 litres d'acide acétique 0,0001N puis on la soumet & une
élution fractionnde en faisant passer un solvant mixte com-
posé d'acide chlorhydrique 0,1N et d'acétone (& un rapport
en volume de 1:0,1) pour obtenir 1120 ml d'une solution
de SAM. o '

La solution de SAM est concentrée sous pression
réduite jusqu'a ce que son volume total soit de 200 ml, puis
on ajoute Amberlite IRA-45 (type OH” ), une résine d'échange .
d'anions faiblement basique, pour ajuStef:le'pH de la solu-
tion & 2,0. On sépare la résine par filtration par aspira- .
tion, et on concentre le filtrat sous pression réduite.

On lyophilise le concentré. pour obténirrl,l9rg de chlorhy-
drate de SAM sous forme d'une poudre blanche. ée'produit
présente une seule tache dans la chromatographie sur papier
et la chromatographie en couche mince sur gel de silice.

'Le_rendément en SAM et son degrérde'pureté'sont
indiqués sur le Tableau 1. . R o
EXEMPLE 3 ’

On fait passer un extrait contenant 0,98 g de SAM

obtenu de la méme maniére que dans l'Exemple 1, & travers
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une colonne garnie de 200 ml de Amberlite XAD-2 (marque de
fabriqué d'un adsorbant du type styréne/divinylbenzéne
fabrique par Rohm & Haas Co.) pour adsorber les matieres _
étrangéres. On ajoute de l'hydfogénocarbonate de potassium
a la solution de SAM de laquelle les matidres étrangéres
ont été éliminées comme ci-dessus, pour ajuster som pH a 5,0.
On sépare le précipité résultant de perchlorate de potassium
en filtrant par aspiration.

On fait ensuite passer la solufion de SAM a tra-
vers une colonne garnie de 200 ml de Amberlite RC-50 (type

BY), une résine d'échange de cations faiblement acide, pour

_ adsorber SAM. On lave la colonne avec 400 ml d'aciae acé-

tique 0,0001N et la soumet & une é&lution fractionnée avec
de 1'acide sulfurique 0,1N pour obtenir 630 ml d'une solu-
tion de SAM. _ ’

On concentre la solution de SAM résultante sous
pression réduite jusqu'd ce que son volume total soit de
200 ml, puis on ajoute 860 ml d'acétone pour obtenir un
précipité de sulfate de SAM. On recueille le précipité en,
le séparant par centrifugation, on le dissout'dans une
petite quantité d'eau, et on le lyophilise pour obtenir
1,50 g de sulfate de SAM sous forme d'ﬁne poudre blanche.
Ce produit présente une seule tache dans la chromatographie
sur papier et la chromatographie en couche mince sur gel -
de silice. '

Le rendement en SAM et son degré de pureté sont

indiqués sur.le Tableau 1.

EXEMPLE 4

On produit des cellules microbiennes contenant

'SAM accumulé de la méme manidre que dans l'Exemple 1. On met

en suspension 200 g,des'cellules microbiennes dans 1000 ml
d'acide formique 0,1N. On chauffe la sﬁspenéion a 60°C pen-
dant-lo minuteé, puis on ia refroidit immédiatement..On sé-
pare les cellules par centrifugation pour obtenir 1020 ml
d'un extrait contenant 0,91 g de SAM.

On fait passer l'éxtrait a travers une colonne
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garnle de 200 ml de Amberllte XAD-8 (marque de fabrique
d'un acrylate adsorbant fabrique par Rohm & Haas Co.) pour
adsorber les matleres étrangéres.

La solution de SAM débarrassée des matleres étran-
géres comme ci-dessus est ajustee a pH.5,0 avec Amberlite
IRA-45 (fype OH—),'une résine d“échanéevd'anibhs faiblement
basique; puis on la fait passer a éraﬁers'une colonne gar-.
nie de 200 ml de Amberlite IRC-BQ (type'H+), une résine
d'échange de cations faiblement acide, pour adsorber SAM,
On lave la colonne avec 400 ml dtacide chlorhydrique O,COOlN,
puis on la soumet a une élution fractionnée avec de l'acide
chlorhydrique 0,2N pour obténir 710 ml d'une solution de SAM.

On ajoute Amberiite IRA-45 (type OH™),- une résine

d'échange d'anionS—faiblément basique, a la solution de SAM
pour ajuster son pH a 2,0. On sépare la résine par filtra-

tion par aspiration, et on concentre le filtrat sous pres-
sion réduite, et on le lyophilise pour obtenir 1,01 g de
chlorhydrate de SAM sous forme d'une pcudré.blanche. Ce pro-
duit présente une seule tache dans la chromatogréphie sur
papier et la chromatographie en couche mince sur gel de
silice. ' ,

Le rendement en SAM et son degre de pureté sont

1ndlques sur le Tableau 1.

on fait passér_630 ml d'une solution,de SAM, ©Ob-

-tenue par traitement -avec l'adsorbant styréné/divinylben—

zéne et la résine d'échange de cations faiblement acide de
type B de la méme maniére que dans 1'Exémple 3, a travers-
une colonne garnie de 200 ml d'un adsorbant du type acry-
late, Amberlite XAD-7, pour adsorber les matiéres étrangéres,
La solution de SAM dont les matiéres étrangeéres
ont été élimindes comme ci-dessus est concéntrée sous pres-
sion réduite jusgu'a ce que son'vdlﬁﬁe total soit de 200 ml.
On ajoute ensuite 800 ml d'acétone pour former un précipité
de sulfate de SAM. On recueille le précipité en le.séparant

par centrifugation, on-lerdissout dans une petite gquantité
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d'eau, et le lyophilise pour obtenir 1,456 g de sulfate de
SAM sous forme d'une poudre blanche. Ce produit présente
une seule tache dans la chromatographie sur papier et la
chromatographie en couche mince sur gel de silice.

Le rendement en SAM et son degré de pureté sont

indiqués sur le Tableau 1.

Exemple Comparatif 1

On ajuste a 5,0 le pH de 950 g d'un extrait con-
tenant 0,98 g de SAM, obtenu de la méme manidre que dans
1'Exemple 1, avec de l'hydroQénocarbonate de potassium.
on sépare le précipité résultant de perchlorate de potas-
sium par filtration par aspirétion pour obtenir un liquide

- contenant SAM.

On fait passer le liguide contenant SAM 3 travers

_une colonne garriie de 200 ml de Amberlite IRC-50 (type H'),

une résine d‘'échange de cations faiblement acide, pour ad-
sorber SAM. On lave la colonne avec 400 ml d'acide acétique
0,0001N, puis on la soumet & une élution fractionnde avec
de l'acide sulfurique 0,1N pour obtenir 610 ml d'une solu-
tion de SAM. '

, On fait passer la'solufion de SAM a travers une
colonne garnie de 200 ml de carbone actif chromatographique.
Cn lave la’ colonne avec 600 ml d'acide sulfurigue 0,2N,
puis on la soumet a une élution fractionnde avec un solvant
mixte se composant d'acide sulfuriéue 1,0N et de méthanol
{1:1 en volume) pour obtenir une solution de SAM.

On concentre la solution de SAM sous pression
réduite jusqu'd ce que son volume total soit de 200 ml.
On ajoute 800 ml d‘acétone pour obtenir un précipité de
sulfate de SAM. On recueille le précipité par séparation
par centrifugation, on le disscut dans une petite guantité
d'eau,'ét le lyophilise pour obtenir 1,28 g de sulfate de
SAM sous forme d'une poudre blancheQ Ce produit présente
une seule tache dans la chromatographie sur papier et la
chromatographie en couche mince sur gel de silice.

7 Le rendement en SAM et son degré de pureté sont

indiqués sur le Tableau 1.
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Exemple Comparatlf 2

- On répéte l'Exemple 1 a la différence qu'on n'ef-
fectue que le traitement avec Amberllte IRC-50 (type gt )
comme traltement de purlflcatlon.

Les résultats sont 1nd1ques sur le Tableau 1.

Tableau 1
Pureté - Réaction " Quantité de. Rendement
de SAM ala méthylthio-- en SAM
(%) . ninhydrine ‘adénosine (%)
(*1) ~ avec des (%) (*3)
matiéres
autres que
SAM  (*2)
Ex. 1 98,1 - 0,08 89
Ex. 2 98,0 - .- 0,1 . 90
“EXx. 3 98,0 - 0,1 © 90
Ex. 4 98,1 - - 0,08 : 90
- , inférieure
Ex. 5 98,5 - 5 .05 88
Ex. Comp. 1 97,6 - ' 0,4 77
Ex. Comp. 2 56,7 ++ o 1,8 90

"Ex." signifie Exemple, et "Ex. Comp." signifie
Exemple Comparatif. .

(*¥1) : La pureté de SAM est mesurée par chroma—r
tographie bidimensionnelle sur papler.

(*2) : La reactlon 3 la ninhydrine avec ' des ma-
tiéres autres que SAM est déterminée de la fagon suivante :

Un échgntillon est déveioppé pér‘éhromatographie
bidimensibnnelle en couche mince“deiéellulose, et la pré-
sence de taches autres qu'une tache de SAM gui sont aétec-
tées par la formation de couleur a la ninhydrine est mesu-
rée et estimée d'aprds la méthode suivante a4 trois gra-

duations.
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- : Néant
+ : Présence légére
++ : Présence considérable _
(*¥3) : La quantité de méthylthioadénosine est
mesurée par chromatographie bidimensionnelie sur papier.
Les résultats ci-dessus montrent Clairement qué
grice au procédé de la présente iﬁvention, on peut obtenir
" SAM de plus grahde pureté en un rendement plus élevé que

dans les procédés connus.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de purification de S-adénosyl-L-méthio-

nine caractérisé en ce qu’ii consiste 3 soumettre un liquide
‘contenant la S~adénosyl-h—méthiohine brute a un processué

de purifiéatién, ce processus'étant un processus de purifi-
cation en série comprenant, dans un ordre désiré quelcdnque,
{A) au moins une étape de traitement dudit liquide avec une
résine d'échange de cations faiblement acide du type Ht et
(B) au moins une &tape de traitement dudit liquide avec une
résine synthétigque peoreuse adsorbante. ‘

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que 1l'étape (A) comprend la mise en contact du
liguide contenant la S-adénosyl-L-méthionine brute et ayant
un pH de 3,5 & 6,5 avec ladite résine d‘échange de cations
pour adsofber sur la résine la S-adénosyl-L-méthionine
que cohtient'le liquide, puis 5 soumettfe la S-adénosyl-
L-méthionine 3 une élution fracticnnée pour la séparer de
ladite résine d'échange de cations en uﬁilisant une solu-
tion agueuse d'un acide ‘ayant un pH ne dépassant pas 3,0.

' 3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que l'étape (B) comprend la mise en contact du liquide
contenant;la S-adénosyl-L-méthionine brute et ayant un pH
ne dépassant pas 6,5, avec ladite résine synthétique adsor-
bante dé manidre 3 adsorber les matidres étrangéres conte-
nues ddns le 11qulde sur l‘adsorbant 7

4., Procédé selon la revendlcatlon l caractérisé
en ce gue l'étape (B} comprend la mise en contact du liquide
contenant la S-adénosyl—L—méthiQnine brute et ayant un pH 7
ne dépassant pés 6,5 avec ladite résine synthétique adsor-
bante de maniére & faire adsorber & la fois la S-adénosyl-
L-méthionine et les matiéres etrangeres du liquide sur
1 adsorbnnt puis 2 soumettre a une elutlon fractlonnee la-
S- adenosyT L—meﬁhlonlne pour la separer de la re51ne syn-—
thétigue adsorbante en utilisant une solutlon aqueuse d'un
acide ayant un pH ne dépassant pas 3,5.

5. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
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en ce que le processus de purification comprend l'étape (a)
et 1'étape (B), dans cet ordre.
6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé

en ce que le processus de purification comprend l*dtape (),

1'étape (B) et 1'étape (A), dans cet ordre.

7. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le processﬁs de purification comprend 1‘'étape (B)
et l'étape (A), dans cet ordre.

8. Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce'que le processus de purification comprend 1'étape (B)
1'étape {(A) et l'étape (B), dans cet ordre.

9. Pchédé selon la revendication 7, caractérisé
en ce que l'étape (B) comprend la mige en contact du liguide
contenant la S-adénosyl-L-méthionine brute et ayant un pH
ne dépassant pas 6,5 avec la résine synthétiqﬁe adsorbante
de maniére & n'adsorber que les matidres Strangéres du li-

- guide sur 1'adsorbant.

10. Procédé selon la revendication 8, caractérisé
en ce que la premiére étape (B) comprend la mise en contact
du liquide contenant la S-adénosyl-L-méthionine brute et
ayant un pH ne dépassant pas 6,5 avec la résine synthétique

adsorbante de maniére a ne faire adsorber sur 1° adsorbant

_que les matleres etrangeres contunues dans le 11qu1de

'E



